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論文内容の要昔
【目　的】
DipeptidylPeptidaseⅢ（DPPⅢ）はタンパク質やペプチドのN一末端に存在するArg－Argや
Asp－Argなどの2残基のアミノ酸を特異的に遊離するexo－typeのタンパク質分解酵素であり、そ
の分子中には7個のCys残基が存在する。本酵素活性は9－Chloromercuribenzoicacid（PCMB）と
N－ethylmaleimide（NEM）でそれぞれ完全に阻害されることから、7個のCys残基のうちのいず
れかがPCM旧或いはNEMによる活性阻害に関与していると考えられている。本論文では、ラッ
ト肝臓由来のDPPⅡcDNAにsite－directedmutagenesis法でCys残基に変異を加え、いずれの
Cys残基がPCMBやNEMによるDPPⅢ活性の阻害に関わっているのかを検討した。
【方　法】
ラット肝臓のcDNAlibraryをDPPⅢのポリクローナル抗体を用いてスクリーニングし、得ら
れたDPPⅢcDNAの構造を決定した。次いで、DPPⅡcDNAのコーディング領域を大腸菌で発
現させた。発現タンパク質はGlutathione－Sepharosecolumnを用いて精製し、reCOmbinantDPP
Ⅲ（wildtype）とした。同様にして、DPPⅢのCDNAにSite－directedmutagenesis法で変異を加
えることによって、その分子中の7つのCys残基をそれぞれAla残基などに置換して、9種類の
Cys置換体タンパク質を作成した。Wild typeとそれぞれのCys置換体の酵素活性はArg－Arg－
AMC基質を用いて測定し、さらにPCMBとNEMによる酵素活性阻害を検討した。DPPⅡに含
まれる亜鉛量は原子吸光法を用いて定量した。
【結　果】
（1）WildtypeとCys置換体タンパク質は、それぞFLSDS－PAGEにて単一標品まで精製した。そ
れらの分子量は約82，000前後であった。
（2）Cys176以外のCys置換体タンパク質はwildtypeに類似した酵素活性を示したが、Cys176→
Ala置換体はwildtypeと比較して、その酵素活性は25～35％まで減少した。また、Cys176→
GluとCys176→Gly置換体においては、全く酵素活性が認められなかった。
（3）WildtypeとCys176以外のCys置換体タンパク質の酵素活性はPCMB或いはNEMによって
完全に阻害されたのに対して、Cys176→Ala置換体の酵素活性に対し、PCMBやNEMは殆
ど活性を阻害しなかった。
（4）WildtypeとCys176以外のCys置換体タンパク質のKm、Ⅴ椚aX、kcat及びkcat／Kmは、そ
れぞれ195～210〟M、1．白～18．6S－1、5．75～9．69×104であったのに対して、Cys176→Ala置換
体のそれは、257〃M、9．7S‾1、3．88×104であった。
（5）Wildtypeと各Cys置換体タンパク質は1分子当たりほぼ1原子の亜鉛が結合しており、亜
鉛結合量には差が認められなかった。
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監考　察ヨ
WildtypeとCys置換体タンパク質は、SDS－PAGE上で見た分子＿址は約82，000で，ラット肝臓
細胞質より精製されたnativeDPPⅢと一致することが明らかになった。酵素活性とKineticpa－
rameterにおいて、Cys176以外のCys置換体タンパク質はwi1dtypeと極めて類似したことから、
Cys176以外のCys残基は本酵素の活性制御に関与しないと考えられた。Cysユ76－，4Ala置換体はそ
の酵素活性の低下、∬刑の微増加とγ的α、ゑCα才及びゐCα吉雄彿の減少から、Cysユ76は本酵素の活
性制御に関与する残基であることが初めて明らかになった。また、PCMBおよびNEMによる酵
素活性阻害結果は7個のCys残基のうち、Cys175のみがSHFreeの状態にあり、PCMBやNEM
の結合に関与していると考えられた。亜鉛結合丑の測寒結果から、Cys176の置換による酵素活性変
化は、活性中心に存在する亜鉛の結合には全く関与していないことが示唆された。
監結　論】
ラットDPPⅡ分子桃道中にあるCys176は本酵素の活性制御に関与する残進であった。
論文審査の結果の要旨
Dipeptidylpeptidase丑I（DPPⅡ）は、アンギオテンシンⅡやエンケファリンなど生理活性ペプ
チドのアミノ基末端に存在するArg－ArgやAsp－Argのようなジペプチドを適訳的に遊離するユキ
ソぺプチダーゼである。
本研究は、ラット肝臓のDPPⅢの7個のCys残基のうち酵素活性に必須の残兆を決定するため、
部位特異的突然変異導入法によってCys残基をAla、Glu、Gly残進などに置換し、酵素学的性質
を検討したも‘のである。その結果、1）DPPのⅢ型酵素のCys176は活性制御に関与する残基で
あること、2）Ⅱ型酵素は新しい金属イオン結合モチーフをもつ亜鉛酵素であることを初めて明ら
かにした。
この成果は、ペプチダーゼの反応機構や制卸機構の解明、また生理活性をもつペプチドの分解代
謝の解明に寄与するところ大であり、本論文は博士（医学）の学位論文に値するものである。
なお、本学位授与申請者は、平成13年2月20日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、
合格と認められた。
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